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บทคัดยอ 
โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี (อพ.สธ.) 
ไดเก็บรวบรวมหวายที่มีคุณคาใน in vitro และ  ex situ และการเก็บรักษาพันธุกรรมที่นานที่สุด คือการเก็บในสภาพ
เย็นยิ่งยวด จึงศึกษาการเก็บรักษาคัพภะหวาย 3 ชนิด ซึ่งเปนตัวอยางทดลองจากหวายชนิดในหองปฏิบัติการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  อพ.สธ. สวนจิตรลดา ไดแก หวายน้ําผ้ึง   หวายกําพวนเล็ก  และหวายขี้ไก ในไนโตรเจนเหลว 3 
วิธีการ  คือ  vitrification-dehydration, encapsulation-dehydration และ encapsulation- vitrification  กอนการเก็บ
รักษาคัพภะจะตองผานขั้นตอนการเตรียมความพรอม และเติมสารปองกันความเย็นที่ชวงระยะเวลาตาง ๆ  พบวา 
คัพภะของหวายทั้ง 3 ชนิดที่ผานการเตรียมความพรอมแตไมแชไนโตรเจนเหลว มีการรอดชีวิต 100  เปอรเซ็นต ทั้ง 3 
วิธีการ  สวนคัพภะของหวายทั้ง 3 ชนิด ที่แชไนโตรเจนเหลวโดยวิธี vitrification-dehydrationและวิธี encapsulation-
vitrification ไมพบการรอดชีวิต สวนวิธี encapsulation-dehydration พบการรอดชีวิตของคัพภะของหวายหวายน้ําผ้ึง   
หวายกําพวนเล็ก  และหวายขี้ไก เปน  20, 80 และ 100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  การเตรียมความพรอมของคัพภะทํา
โดยเพาะเลี้ยงบนอาหาร preculture เปนเวลา 7 วัน จากนั้นนําคัพภะมาทํา encapsulation  แลวแชคัพภะใน loading 
solution สารปองกันความเย็นที่มี  2 M glycerol + 0.4 M sucrose  เปนเวลา  0, 20 และ 30 นาที  จากนั้นวาง bead 
บน silica gel ปริมาณ 50 กรัมตอคัพภะ 20 ชิ้น เปนเวลานาน 14 และ 21 ชั่วโมง เพื่อลดปริมาณน้ําในเซลลกอนนําไป
แชไนโตรเจนเหลว วิธีการที่ใหผลดีที่สุด คือ แชสาร loading solution 30 นาที และลดปริมาณน้ําดวย silica gel 14 
ชั่วโมง กอนนําไปแชไนโตรเจนเหลว แลวนํามาละลายน้ําแข็ง และนําไปเลี้ยงบนอาหาร preculture 1 วัน หลังจากนั้น
แคะเอาเฉพาะสวนคัพภะยายมาเลี้ยงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน คัพภะสามารถรอดชีวิตได 100 เปอรเซ็นต ในหวาย
ขี้ไก 
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Abstract 
Plant Genetic Conservation Project under the Royal Intiative of Her Royal Htighness Princess Maha Chakri 
Sirindhorn (RSPG) has collected valuable rattan species and preserved then using in vitro and ex situ 
methods. Cryopreservation technique can preserve genetic resources for the longest period of time and 
this technique is used to determined  preservation of 3 rattan species; Calamus sp., Calamus longisetus 
Griff.,  Calamus myrianthus Becc. Which are the rattan cultured at tissue culture laboratory, RSPG. in liquid 
nitrogen was studied using vitrification-dehydration, encapsulation-dehydration and encapsulation- 
vitrification . The preculturing and the cryoprotectant immersion duration were also experimented in order 
to study the most suitable condition for this method. The survival rate of embryos before liquid nitrogen 
immersion was 100% and after liquid nitrogen immersion was 20, 80 and 100% in Calamus sp.,  C. 
longisetus Griff.,  C. myrianthus Becc, respectively. The most suitable method was to preculture the 
embryos on precultured medium for seven days. The embryos were then encapsulated and left in loading 
solution containing 2M glycerol and 0.4M sucrose for 0,20 and 30 minutes. The encapsulated embryos 
were then dehydrated using silica gel (20embryos per 50 g silica gel) for 14 and 21 hours. After that the 
encapsulated embryos were plunged into liquid nitrogen. After thawing and reculturing on preculture 
medium for 1 days, the embryos were taken out from supported medium and transferred onto MS 
medium . They were then incubated for 1 month and it was found that survival rate of embryos was 100% 
in  C. myrianthus Becc. 
 
คําสําคัญ  :  การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว, หวาย, encapsulation-dehydration 
Keywords: cryopreservation, rattan, encapsulation-dehydration  
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บทนํา 
หวายเปนพืชวงศ Palmae  เปนเถาเลื้อยลําตนปนปาย
ตามตนไม   มีถิ่นกําเนิดในเขตรอนแถบโลกเกา (Old 
World tropics) และเขตกึ่งรอน  ในโลกมีหวายทั้งหมด  
13 สกุล  600 ชนิด  (Zehui, 2007)  ในประเทศไทย
พบ   6   สกุล   62   ชนิด   คือ   สกุล   Calamus,  
Daemonorops, Korthalsia, Plectocomia,  
Plectocomiopsis และ Myrialepsis (Sutthisrisilapa, 
2004)  พบมากบริเวณปาดิบช้ืนทางภาคใตของ
ประเทศ  หวายเปนผลผลิตที่สําคัญอยางหนึ่งที่ไดมา

จากปา สามารถนํามาใชประโยชนในการทําเครื่องจัก
สาน สวนใหญใชทําเฟอรนิเจอร  เพื่อสงออกและใช
ภายในประเทศ  ปจจุบันประเทศประสบกับภาวะการ
ขาดแคลนวัตถุดิบหวายเพื่อใชทําฟอรนิเจอร เนื่องจาก
หวายหลายชนิดที่ มีคุณภาพดีถูกตัดออกมาใชกัน
อยางไมมีการควบคุมและขาดการอนุรักษ  พื้นที่ปาถูก
ทําลาย  ทําใหหวายหลายชนิดเกือบสูญพันธุไป  อีกทั้ง
ยังมีขอจํากัดเรื่องการขยายพันธุ  ในธรรมชาติหวายมี
การขยายพันธุโดยใชเมล็ดและแตกหนอ  เมล็ดหวาย
เปนเมล็ดที่ไมสามารถเก็บรักษาไดเมื่อเก็บผลมาแลว
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ตองนํามาปลูกทันทีเพราะถาเก็บไวนานเกิน  1สัปดาห 
เปอรเซ็นตการงอกจะลดลงอยางรวดเร็ว ดังนั้นจึง
จําเปนที่จะตองหาวิธีการเก็บรักษาเมล็ดระยะยาวนาน
เพื่อใชประโยชนตอไปในอนาคต ซึ่งวิธีการเก็บรักษาใน
สภาพเยือกแข็ง  (Cryopresercation)เปนการเก็บ
รักษาชิ้นสวนพืชในไนโตรเจนเหลว ที่อุณหภูมิ -196 
องศาเซลเซียส( Withers and  Engelmann, 1997) ซึ่ง
ในการเก็บรักษาพันธุกรรมในสภาพที่อุณหภูมิต่ําทําให
การแบงเซลลและขบวนการ metabolism ตาง ๆ 
ภายในเซลลหยุดการทํางาน  ทําใหสามารถเก็บรักษา
ชิ้นสวนพืชไวไดนาน  (Engelmann, 2004) การเก็บ
รักษาพันธุกรรมดวยวิธีนี้นิยมใชกันอยางแพรหลาย
เนื่องจากสามารถเก็บรักษาพันธุกรรมไดเกือบทุก
ชิ้นสวน และสามารถขยายระยะเวลาในการเก็บรักษา
ไวได การทํา encapsulation (Hirai et al., 1998)  วิธี
นี้ไมเปนพิษตอพืชและสามารถปองกันชิ้นสวนระหวาง
การดึงน้ําออกจากเซลล (Niino and Sakai. 1992) พืช
ที่ประสบความสําเร็จในการเก็บรักษาดวยวิธีนี้ เชน 
shoot tips ของ Dendrobium ‘Walter Oumae’ 
(Lurswigidjarus and Thammasiri, 2004) 
protocorm-like bodies ของ Oncidium (Miao et al., 
2005) protocorm ของ Oncidium bifolium ในสภาพ
ปลอดเชื้อ (Flachsland et al., 2006)  และ 
protocorms ของ Vanda coerulea (Jitsopakul et 
al. 2008) 
 
จุดประสงคของการทดลองครั้งนี้ เพื่อหาวิธีการที่
เ ห ม า ะ ส ม ใ น ก า ร เ ก็ บ รั ก ษ า คั ภ พ ะ ห ว า ย ใ น
ไนโตรเจนเหลวในการอนุรักษพันธุกรรมหวายตอไป 
 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 
ศึกษาการเก็บรักษาคัพภะหวาย 3 ชนิด คือ หวาย
น้ํ า ผ้ึ ง    หวายกํ าพวน เล็ ก  และหวายขี้ ไ ก   ใน
ไ น โ ต ร เ จ น เ ห ล ว  3  วิ ธี ก า ร   คื อ   vitrification-

dehydration, encapsulation-dehydration, 
encapsulation- Vitrification   
1.  การเตรียมคัพภะหวายกอนการเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลว ลางผลหวายในน้ําไหลนาน 20 นาที 
แลวแชในสารละลาย Clorox 20% รวมกับ Tween 20  
2 -3  หยด   นาน  3 0  นาที  จากนั้ น เ ผาผลด ว ย
แอลกอฮอล 95 % หลังจากนั้นนําเมล็ดมาแคะเอา
เฉพาะส วนของคัพภะมาเพาะ เลี้ ยงบนอาหาร 
preculture  (อาหาร MS ที่เติม 0.3 M sucrose) เปน
เวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 1) 
2. การเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว  โดย
วิ ธี  vitrification-dehydration บ ร ร จุ เ ฉ พ า ะ ส ว น
ของคัพภะหวายใสใน  cryotube   แชใน   loading  
solution (LS ; 2 M glycerol + 0.4 M sucrose)  เปน
เวลา   0,  20 และ  30 นาที  แลวนําไปแชในสาร 
cryoprotectant PVS2 30% (w/v) glycerol, 
15%(w/v) dimethyl sulfoxide (DMSO), 15% (w/v) 
ethylene glycol ที่เติม 0.4 M sucrose)  นําไป 
prefreezing  ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  
0, 30, 45,  60 และ 90 นาที แลวแชในไนโตรเจนเหลว 
(ภาพที่ 2) 
3. การเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลวโดยวิธี 
encapsulation-dehydration บรรจุสวนของคัพภะ
หวายลงในขวดที่มี  6% Na-alginate  ใช trip ปลาย
ตัดดูดสารละลาย  6% Na-alginate  ให มีชิ้นสวน
ของคัพภะติดมาดวย  หยดลงในขวดที่มี  0.1 M 
CaCl2  ทิ้งไว 30 นาที ยาย  beads ที่เกิดขึ้น แชใน  
loading  solution (LS)  เปนเวลา  0, 20 และ 30 นาที 
นํา  beads  วางบนจานแกวเพื่อดึงน้ําออกดวย silica 
gel 50 กรัม/คัพภะ 20 ชิ้นในจานแกวปดฝา เปนเวลา
0, 14  และ 21 ชั่วโมง เมื่อครบกําหนดนํา beads 
บรรจุลงใน cryotube  แลวแชไนโตรเจนเหลว (ภาพที่ 
3) 



ตัวอยางการเขียนเรื่องเต็ม  
 

การประชุมวิชาการชมรมคณะปฏิบัติงานวิทยาการ อพ.สธ. ครั้งที่ 5 “ทรัพยากรไทย:กาวสูโลกกวางอยางม่ันใจ” 

 

4

4. การเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว โดยวิธี  
encapsulation-vitrification บรรจุสวนของคัพภะ
หวายลงในขวดที่มี  6% Na-alginate  ใช trip ปลาย
ตัดดูดสารละลาย  6% Na-alginate  ให มีชิ้นสวน
ของคัพภะติดมาดวย  หยดลงในขวดที่มี 0.1 M CaCl2 
ทิ้งไว 30 นาที ยาย  beads  แชใน  loading  solution 
(LS)  เปนเวลา  0, 20 และ 30 นาที เติมสาร  PVS2  
นําไป prefreezing  ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส  เปน
เวลา  0, 30, 45,  60 และ 90 นาที  นําเม็ด beads ใส 
cryotube และเติม PVS2 ลงใน cryotube  แลวแช
ไนโตรเจนเหลว (ภาพที่ 4) ในการทดลองการเก็บรักษา
คัพภะหวายทั้ง 3 วิธี จะศึกษาอัตราการรอดชีวิต 
 

ของคัพภะทั้งกอนและหลังการแชไนโตรเจนเหลว โดย
ทดลองแชไนโตรเจนเหลวเปนเวลาอยางนอย 24 
ชั่วโมง      
5. ทดสอบการรอดชีวิตภายหลังการเก็บรักษาใน
ไ น โ ต ร เ จ น เ ห ล ว   นํ า คั พ ภ ะ ที่ เ ก็ บ รั ก ษ า ใ น
ไนโตรเจนเหลว มาละลายน้ําแข็งดวยน้ําอุนอุณหภูมิ 
37-40 องศาเซลเซียส นาน  2 นาที  หลังจากนั้นนํามา
ลางสาร  PVS2  ใน unloading solution (1.2 M 
sucrose)   เปนเวลา 20 นาที  แลวยายมาเลี้ยงใน
อาหาร preculture (MS+0.3 M sucrose)  เปนเวลา 
1 วัน  หลังจากนั้นนํามาเลี้ยงบนอาหาร MS นาน 1 
เดือน เพื่อหาเปอรเซ็นตการรอดชีวติ (ภาพที่ 5) 

A B C 

   
D E F 

   
ภาพที่ 1 ขั้นตอนการเตรียมคัพภะหวายกอนการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 

        A : ผลหวายสด    B : แชน้ําไหล นาน 20 นาที 
   C : เผาผลหวายดวยแอลกอฮอล 95 %  D : แคะคัพภะหวาย 
   E : คัพภะหวาย     F : เล้ียงในอาหาร preculture นาน 7 วัน 
  

A B C D 

   
 

ภาพที่ 2 ขั้นตอนการเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว  โดยวิธี vitrification-dehydration 
    A : เพาะเลี้ยงในอาหาร preculture นาน 7 วัน      B : เติมสาร loading solution แชไวตามระยะเวลาตาง ๆ 
    C : เติมสาร PVS2 แชไวตามระยะเวลาตาง ๆ       D : เก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว   
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A B C D 

    
E F   

 
 

  

ภาพที่ 3 ขั้นตอนการเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว  โดยวิธี encapsulation-dehydration 
A : เพาะเลี้ยงในอาหาร preculture นาน 7 วัน 
B : 6% Na-alginate และ 0.1 M CaCl2 
C : ทํา encapsulation ใน 6% Na-alginate 
D: แช beads ใน loading  solution  ที่ระยะเวลาตาง ๆ 
E: วาง beads บน silica gel  ที่ระยะเวลาตาง ๆ 
F: เก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว 

 
A B C D 

    
E    

 

 

  

ภาพที่ 4 ขั้นตอนการเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว  โดยวิธี Encapsulation-vitrification 
A : เพาะเลี้ยงในอาหาร preculture นาน 7 วัน 
B : ทํา encapsulation ใน 6% Na-alginate 
C : แช beads ใน loading  solution ที่ระยะเวลาตาง ๆ  
D : แช beads ใน PVS2 ที่ระยะเวลาตาง ๆ  
E : เก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว 
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A B C D 

 
   

ภาพที่ 5 ขั้นตอนการเพาะคัพภะหวายใหงอกภายหลังการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
A : เก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว 
B : ละลายน้ําแข็งในน้ําอุนที่อุณหภูมิ 37-40 oCนาน 2 นาที 
C : แชในสารละลาย 1.2 M sucrose (unloading  solution) นาน 20 นาที 
D: ยายมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร pegrowth 

 
ผลและวิจารณผลการทดลอง 
1. ผลการเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว โดย
วิธี vitrification-dehydration 
จากการนําคัพภะหวายทั้ง 3 ชนิด ที่ผานการฟอกฆา
เชื้อมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร preculture เพื่อเตรียม
ความพรอมนาน 7 วัน มาทดสอบหาชวงเวลาในการ
แชสาร  loading solution และระยะเวลาการแชสาร 
PVS2 ที่อุณภูมิ  0 oc  พบวา คัพภะที่ ไมแช
ไนโตรเจนเหลวมีการรอดชีวิตเปน 100% ทุกการ
ทดลอง สังเกตจากคัพภะมีการขยายตัวใหญขึ้น สี
ของคัพภะมีสีขาวอมเหลือง (ภาพที่ 6A) และสังเกตได
วาการทํา preculture เพื่อกระตุนการปรับตัวใหทด
ทานตอสภาพแชแข็งเพียงอยางเดียวในเวลา 7 วัน 
ใหผลการรอดชีวิตเหมือนกับการเติมสารปองกันความ
เย็นทุกชวงระยะเวลา แสดงวาสาร cryoprotectants 
ไมเปนพิษตอคัพภะ (Wang et. al., 2005) สวนคัพภะ
ที่แชไนโตรเจนเหลวไมมีการตอบสนองตออาหาร MS 
ลักษณะของคัพภะกลายเปนสีดํา (ภาพที่ 6B) ทุกการ
ทดลอง  อาจเปน เพราะชวง เวลาในการแชสาร 
Loading solution และ PVS2 นอยเกินไป  ทําใหสาร 
cryoprotectants ประเภทออกฤทธิ์ภายในเซลลไดแก 
DMSO และ glycerol ไมสามารถซึมผานเขาไปภายใน
เซลล ทําใหการปองกันการยึดตัวของเซลลและปกปอง 

 
การเปลี่ยนแปลงของระบบ membrane บกพรอง สวน
สารประเภทออกฤทธิ์ภายนอกเซลล เชน sucrose ที่ใช
ดึงน้ําออกจากเซลลมีประสิทธิภาพลดลงทําใหน้ํา
ภายในเซลลเปล่ียนเปนผลึกน้ําแข็งทิ่มแทงเซลลจน
เ สี ย ห า ย  จึ ง ไ ม พ บ ก า ร ร อ ด ชี วิ ต ข อ ง คั พ ภ ะ 
(Engelmann, 2000; Pennycooke and Towill, 
2000) 
2. ผลการเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว โดย
วิธี encapsulation-dehydration 
จากการนําคัพภะหวายทั้ง 3 ชนิด ที่ผานการฟอกฆา
เชื้อมาเลี้ยงบนอาหาร preculture เพื่อเตรียมความ
พรอมนาน 7 วัน มาหาชวงเวลาในการแช beads ที่
มีคัพภะในสาร  loading solution และระยะเวลาใน
การดึงน้ําออกจากเม็ด beads โดยใช silica gel  50 
กรัม/คัพภะ 20 ชิ้น พบวา คัพภะที่ไมแชไนโตรเนเหลว
มีการรอดชีวิตเปน 100% สังเกตจากคัพภะมีสีขาวอม
เหลือง และขนาดใหญ (ภาพที่ 6C) ทุกการทดลอง  
แสดงวา ระยะเวลาในการแชสาร loading solution 0, 
20 และ 30 นาที และการใช  silica gel  ที่ 14 และ 21 
ชั่วโมง ไมทําใหคัพภะไดรับความเสียหาย  สวนคัพภะ
ที่แชไนโตรเจนเหลวมีการตอบสนองตออาหาร MS 
สังเกตจากคัพภะมีสีขาวอมเหลือง พรอมที่จะพัฒนา 
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(ภาพที่ 6D) การรอดชีวิตของหวายทั้ง 3 ชนิด แตกตาง
กันคือ หวายขี้ไกรอดชีวิต  100% จากการแชสาร 
loading solution 30 นาที รวมกับการใช silica gel ที่ 
14 ชั่วโมง หวายกําพวนเล็กรอดชีวิต  80% จากการแช
สาร loading solution 0 นาที รวมกับการใช silica gel 
ที่ 14 ชั่วโมง  และหวายน้ําผ้ึงรอดชีวิต  20% จากการ
แชสาร loading solution 20 นาที รวมกับการใช silica 
gel ที่ 14 ชั่วโมง (ตารางที่ 1) เปนผลจากการเตรียม
ความพรอมของคัพภะบนอาหาร preculture ที่มี
น้ําตาลซูโครสความเขมขนสูงถึง 0.4 M นาน 7 วัน 

กอนการทําเม็ด beads ชวยทําใหเซลลเกิดการสะสม
น้ําตาลและเพิ่มความเสถียรของผนังเซลลมากขึ้น 
โดยเฉพาะน้ําตาลซูโครสสามารถปกปองเซลลจาก
ความเย็นในขณะที่เซลลสูญเสียน้ํา  การใช silica gel 
ที่ 14 ชั่วโมง ดึงน้ําออก สามารถปองกันการเกิดผลึก
น้ําแข็งที่บริเวณ intracellular ของเซลล (Uragami et. 
al., 1990)  และการดึงน้ําออกจากเม็ด beads ดวย
สาร loading solution ที่มี glycerol สามารถทําให
เนื้อเยื่อทนตอความเย็นไดดีขึ้น 

 
ตารางที่ 1 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของคัพภะหวายทั้ง 3 ชนิด ที่ผานขั้นตอนการปรบัสภาพโดยวิธี 

encapsulation-dehydration  เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน 
เปอรเซ็นตการรอดชีวิต 

หวายน้ําผ้ึง หวายกําพวนเล็ก หวายขี้ไก 
Silica gel 
(ชั่วโมง) 

แช LS 
(นาที) 

แช LN ไมแช LN แช LN ไมแช LN แช LN ไมแช LN 
0 0% 100% 80% 100% 20% 100% 
20 20% 100% 60% 100% 40% 100% 

14 

30 0% 100% 40% 100% 100% 100% 
0 20% 100% 20% 100% 40% 100% 
20 0% 100% 40% 100% 80% 100% 

21 

30 0% 100% 0% 100% 80% 100% 
 
3) ผลการเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว โดย
วิธี encapsulation-vitrification 
จากนําคัพภะหวายที่ผานการฟอกฆาเชื้อมาเลี้ยงบน
อาหาร preculture เพื่อเตรียมความพรอมเปนเวลา 7 
วัน มาหาชวงเวลาในการแช beads ที่มีคัพภะในสาร  
loading solution และระยะเวลาในการแช beads ใน 
PVS2  ที่อุณภูมิ 0 oc พบวา คัพภะที่ไมแชไนโตรเจน
หลว มีการรอดชีวิต 100% ลักษณะของคัพภะมีสีขาว

อมเหลือง (ภาพที่ 6E) พรอมที่จะพัฒนาตอไป 
สวนคัพภะที่แชไนโตรเจนเหลว ไมมีการตอบสนองตอ
อาหาร MS สังเกตไดจากสีคัพภะกลายเปนสีดํา (ภาพ
ที่ 6F)  ทุกการทดลอง เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร MS 
นาน 1 เดือน อาจเปนเพราะระยะเวลาการแชสาร 
loading solution และ PVS2 นอยเกินไป ทําใหไม
สามารถดึงน้ําออกจากเซลลได จึงเกิดผลึกน้ําแข็งขึ้น
ภายในเซลล สงผลใหเซลลถูกทําลายและเสียหายได 
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A B C D 

    
E F   

  

  

ภาพที่ 6  คัพภะหวายที่ผานขั้นตอนการเตรียมความพรอมกอนนําไปแชและหลังนําไปแชไนโตรเจนเหลว  
               ทั้ง 3 วิธีการ เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน 
A :  การพัฒนาของคัพภะที่ไมผานการแชไนโตรเจนเหลว วิธี vitrification-dehydration  
B: คัพภะที่ไมสามารถรอดชีวิตไดภายหลังการแชไนโตรเจนเหลว วิธี vitrification-dehydration  
C: การพัฒนาของคัพภะที่ไมผานการแชไนโตรเจนเหลว วิธี encapsulation-dehydration   
D: การพัฒนาของคัพภะภายหลังการแชไนโตรเจนเหลว วิธี encapsulation-dehydration  
E: การพัฒนาของคัพภะที่ไมผานการแชไนโตรเจนเหลว วิธี encapsulation-vitrification  
F: คัพภะที่ไมสามารถรอดชีวิตไดภายหลังแชไนโตรเจนเหลว วิธี encapsulation-vitrification  

 
สรุปผลการทดลอง 
การเก็บรักษาคัพภะหวายน้ําผ้ึง หวายกําพวนเล็ก และ
หวายขี้ไก ในไนโตรเจนเหลว ทั้ง 3 วิธีการ คือ 
vitrification-dehydration, encapsulation-
dehydration และ encapsulation-vitrification พบวา 
วิธีที่เหมาะสมที่สุดในการเก็บรักษาทําไดโดยการปรับ
สภาพคัพภะดวยการทํา preculture  บนอาหาร MS ที่
เติม 0.3 M sucrose เปนเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิ 25 oC 
จากนั้นนําคัพภะมาทํา encapsulation และแชใน 
loading  solution เปนเวลา 0, 20 หรือ 30 นาที ตาม
ดวยการทําใหแหงดวย silica gel ที่ 50 กรัม/คัพภะ 20 
ชิ้น เปนเวลา 14 ชั่วโมง เพื่อลดปริมาณน้ําในเซลล 
แลวจึงนําไปแชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 วัน เมื่อ
นํามาทดสอบการรอดชีวิต โดยผานขั้นตอนการละลาย

น้ําแข็งและนําไปเลี้ยงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน พบ
การรอดชีวิตของคัพภะหวาย นอกจากนี้จะขึ้นอยูกับ
ระยะเวลาในการแช  loading  solution และ ดึงน้ํา
ออกจากเซลลดวย silica gel  แลวยังขึ้นอยูกับชนิด
ของหวายและขนาดของคัพภะที่นํามาเก็บรักษาดวย  
ซึ่งในขั้นตอไปจะหาวิธีการที่เหมาะสมในการเก็บรักษา
คัพภะหวายแตละชนิดโดยวิธี encapsulation-
dehydration ตอไป 
 
คําขอบคุณ 
โครงการวิจัยนี้ไดรับการสนับสนุนจากโครงการ 
อนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากรพระราชดําริฯ 
ผูวิจัยขอขอบคุณมา ณ ที่นี้ดวย 
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